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Resumo: O gênero Cochliobolus (anamorfos Bipolaris, Curvularia) possui muitos fitopatógenos que 
causam grandes perdas no mundo, dentre as culturas afetadas se encontra a palma de óleo. A 
taxonomia de Cochliobolus é confusa devido às alterações de nomenclatura que tem ocorrido nos 
estados sexual e assexual das espécies há mais de 50 anos. A análise da sequencia de DNA tem sido 
utilizada para identificar e/ou auxiliar na caracterização das espécies de fungos e nos estudar a 
filogenia. Recentemente, isolados de Bipolaris e Curvularia com morfologia semelhante foram obtidos 
de plantas de dendê e seu híbrido (E. guineensis x E. oleifera). Assim, objetivou-se comparar a região 
ITS entre um isolado de Bipolaris e quatro de Curvularia provenientes de palma de óleo do Estado do 
Pará, e acessos disponíveis em banco de gene. Para isso, tecidos de folhas de palma de óleo que 
apresentavam necrose foram plaqueados em meio ágar-água. Posteriormente, os fungos foram 
repicados para meio BDA e mantidos a temperatura ambiente. Após 10 dias, o fungo teve seu DNA 
extraído para realização do PCR utilizando os primers ITS4 e ITS5. Os produtos do PCR foram 
sequenciados e avaliados via programas Blast e ClustalW. Verificou-se que um isolado de Curvularia 
proveniente da cultivar Tanzania x Ekona agrupou com vários acessos de C. Affinis, dois isolados de 
Curvularia de HIE com acessos de C. eragrostidis e o isolado de Bipolaris (mudas do BAG da 
Embrapa Amazônia Oriental) com B. spicifera e B. papendorfii. Comparando os isolados de 
Curvularia com o de Bipolaris provenientes do estado Pará verificou-se a identidade de 74 a 85%. 
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Introdução 
A palma de óleo ou dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) e seus híbridos resistentes ao 
Amarelecimento Fatal (E. guineensis e E. Oleifera) vem sendo amplamente plantados no Estado do 
  
 
 
Pará. Como qualquer cultura em expansão também ocorre o aumento do aparecimento de doenças, e 
dentre elas a mancha foliar causada pelos fungos do gênero Curvularia e recentemente Bipolaris. 
Durante a investigação de fitopatógenos associados à palma de óleo verificou-se a presença de 
fungos do gênero Bipolaris e Curvularia. Assim, objetivou-se identificar e caracterizar 
molecularmente estes via teste de PCR utilizando primers da região ITS, seguido de sequenciamento 
de DNA. 
 
Material e Métodos 
Amostras de estipe e folhas necrosadas de palma de óleo, provenientes de plantios dos 
municípios de Moju-PA, foram levadas para o Laboratório de Fitopatologia da Embrapa Amazônia 
Oriental onde se procedeu ao isolamento fúngico.  
Tecidos do interior do estipe e de folhas foram externamente esterilizados com álcool 70% e 
hipoclorito, plaqueados em ágar-água e, posteriormente, repicados para meio BDA. As placas foram 
mantidas em temperatura ambiente até o aparecimento da frutificação do fungo. Em seguida, o fungo 
foi analisado em microscopia óptica para sua identificação.  
 Posteriormente, foi feita a extração do DNA dos isolados fúngicos. Para isso, a colônia fúngica 
foi raspada da placa e, em seguida, realizou-se a extração utilizando o protocolo de Gibbs e Makenzie 
(1997). Para a realização do PCR utilizou-se 1µL do DNA fúngico, 10µL de tampão 5X, 5µL de 
MgCl2, 0,5µL dos primers ITS4 e ITS5, 1µL de dNTP, 0,3µL de Taq polimerase e 31,7µL de água 
ultra pura. Foi feito 30 ciclos de 94
o
C/30s, 50
o
C/30s e 72
o
C/30s, seguido de 72
o
C por 5minutos. O 
produto do PCR foi avaliado em gel de agarose 0,7%, corado com GelRed (Biotium) e 
fotodocumentado. Posteriormente, fez-se a limpeza do produto do PCR utilizando o kit Wizard SV Gel 
and PCR Clean-UP System (Promega), seguido da quantificação de DNA. Os produtos de PCR da 
região ITS foram sequenciados pela empresa Helixxa base for Life. As sequencias foram avaliadas 
utilizando os programas Blastn e ClustalW (THOMPSON et al., 1994). Vários acessos de Curvularia e 
Bipolaris disponíveis no GenBank foram utilizados no estudo de comparação da região ITS. 
 
Resultados e Discussão 
 Foram amplificados fragmentos de DNA com cerca de 530pb, a partir dos dois isolados 
fúngicos da palma de óleo. 
 Verificou-se que um isolado de Curvularia proveniente da cultivar Tanzania x Ekona agrupou 
com vários acessos de C. Affinis, dois isolados de Curvularia de HIE com acessos de C. eragrostidis e 
  
 
 
o isolado de Bipolaris (mudas do BAG da Embrapa Amazônia Oriental) com B. spicifera e B. 
papendorfii. Comparando os isolados de Curvularia com o de Bipolaris provenientes do estado Pará 
verificou-se a identidade de 74 a 85%. 
 
 
Figura 1: Bipolaris sp. proveniente do viveiro do BAG de palma de óleo da Embrapa Amazônia Oriental: germinação de 
conídios nos dois pólos. Foto: Boari, A.J. 
 
Por causa de seu impacto econômico, as espécies de Cochliobolus e se seus estados assexuados 
vêm tendo merecida atenção taxonômica (Berbee et al., 1999). Sapateiro (1959) classificou 
Helminthosporium à categoria genérica de Bipolaris e associado ao teleomorfo Cochliobolus. 
Desde então, o teleomorfo Cochliobolus têm sido mais descrito em associação com Bipolaris 
(anamorfo) (Alcorn 1983a: Sivanesan 1987). Nelson (1960) foi primeiro que relatar Curvularia 
intermedia com Cochliobolus intermedius. Desde então, correram muitas associações entre 
Cochliobolus e Curvularia (Nelson 1964b; Sivanesan 1987). Bipolaris e Curvularia compartilham 
algumas semelhanças morfológicas (Sivanesan 1987), como por exemplo da germinaçao de um ou 
dois polos do conídio. Devido a estas semelhanças morfológicas, von Arx e Luttrell (1979) sugeriram 
que Bipolaris e Curvularia eram sinônimos. Entretanto, estudos flogenéticos realizados por Berbee et 
al. (1999) entre isolados de Curvularia e Bipolaris mostraram que estes não são monofilético. A 
separação dos Bipolaris e Curvularia é controversa (Sivanesan 1987; Alcorn 1988). É evidente que 
são necessárias novas abordagens para resolver a taxonomia de Bipolaris e Curvularia (Nakada et 
al.1994). Impressões digitais de DNA com sondas é um instrumento potencialmente útil para a 
  
 
 
separação de espécies e identificação de Bipolaris e Curvularia quando acoplada com outra 
característica como a morfologia de conídios (Nakada et al.1994). Segundo Manamgoda et al. (2011), 
uma abordagem filogenética molecular é necessária para estabelecer um quadro taxonômico de 
Cochliobolus e seus anamorfos. 
 
Conclusão 
O estudo filogenético indica que há duas espécies de Curvularia entre os isolados obtidos no 
Estado do Pará, e que o isolado de Bipolaris possui maior identidade com duas espécies disponíveis no 
GenBank. 
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